Acao inativante de corantes sobre a alexina
ou complemento

F. Rocha Lagba e J. Guerra Mercado (%)

A agdo inativante que possuem alguns corantes sobre o complemento é
conhecida desde os trabalhos de Kropstock, (7) em 1924, que a verificou
em alguns corantes, como o azul noite, eosina e vermelho congo. Este
autor considerou o fendémeno como uma adsor¢io do complemento pelo
corante, dependente apenas do estado coloidal das substdncias reacionantes,
tendo demonstrado ainda como ésses corantes podem interferir no resul-
tado de reagdes sorolégicas como as de BORDET-WASSERMANN.

Igualmente, GorDON (4) constatou que o vermelho congo e outros
corantes relacionados com éle, como o congo orange e congo brilhante g.,
inativavam o complemento e que o poder hemolitico do complemento assim
inativado podia ser reativado pela adi¢cdo de carvdo, que adsorvia o corante,
deixando em liberdade o complemento. Determinou, assim, que éste fend-
meno de inativacdo era puramente fisico, e, como todo fenomeno desta natu-
reza, nao produz modifica¢cbes fundamentais na estrutura das matérias reacio-
nantes, sendo ainda reversivel.

O mesmo autor, em 1931 (5), conclui que o vermelho congo também
tem propriedades inhibitérias sobre as hemolisinas do Streptococcus hemo-
liticus e do CI. welchii e que éste poder hemolitico pode ser reativado pela
adicao da séda artificial de cupraménio, que adsorve o corante.

GORDON e WALKER, em 1945 (6), demonstraram que esta acdo anti-
complementar do vermelho Congo e de alguns corantes de sua série de-
pende mais do tamanho molecular das substancias reacionantes que de
qualquer grupamento especifico dentro da molécula.

Estes trabalhos focalizaram apenas alguns aspectos dos fatos verifi-
cados e foram realizados sempre com um nimero muito restrito de corantes,
nao estabelecendo quais as fragdes inativadas pelos corantes usados, com
excegao do vermelho congo que inativa o terceiro componente, nem a possivel
importancia das distintas séries quimicas dos varios corantes sébre o fend-
meno. Este fato nos levou a procurar a existéncia desta agdo inativante
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sobre o complemento entre um nimero maior de corantes soliveis na agua,
procurando verificar assim uma possivel influéncia da estrutura quimica
dos corantes sobre o fenémeno de inativagdo e, ao mesmo tempo, estudar,
entre aqueles que demonstrassem possuir esta ac¢do inativante, sobre qual
fracao do complemento elas a exercem.

MATERIAL E METODOS

Os corantes empregados, 50 no total, todos soluveis na agua, per-
tenciam a varias séries quimicas e a diversos fabricantes.

Preparou-se éstes corantes em solu¢do a um por cento (1% ) em agua
distilada. Foram filtrados e conservados fechados no refrigerador.

O complemento utilizado, na realizacdo déstes trabalhos, foi o de cobaia,
sendo obtido de s6ro e conservado sempre submergido em agua gelada no
refrigerador, até o momento de uso. Em nenhum caso, empregou-se com-
plemento que ultrapassasse 24 horas de sua obtengdo. Para inativacao do
complemento pelo corante, empregou-se séro sempre puro, sem diluigao.

Os glébulos vermelhos empregados nas reacgdes de hemolises, foram
de carneiro, préviamente lavados em agua fisioloégica e também conservados
no refrigerador.

O so6ro hemolitico usado possuia o titulo de 1:2000. Empregaram-se
para cada reacdo, 10 unidades hemoliticas por ml. (diluicao 1/200).

O sistema hemolitico foi preparado da seguinte forma: Empregou-se
uma parte de suspensdao de hemacias de carneiro lavadas, a 5 por cento em
agua fisiol6gica, para duas partes de soro hemolitico diluido a 1 por 200
(10 unidades hemoliticas por ml.). Deixou-se permanecer a temperatura
ambiente uma hora, a fim de sensibilizar os glébulos.

Para a obtencao de complemento desprovido de fracdes conhecidas,
utilizou-se complemento do qual retiraram-se préviamente os componentes

desejados, os termoestaveis terceiro (C3) ou quarto (C4) e os termolabeis
(C1-C2). Para isto operou-se da seguinte forma: °

A inativacdo do terceiro componente, foi obtida segundo a técnica
recomendada por CostA Cruz e AzEVEDO PENNA (2) (3): emulsao de
levedura preparada do produto comercial «Fermento Fleischmann» (Fleisch-
mann’s Yeast) em tabletes, 0,5 gr. desta levedura em 20 ml. de agua fisio-
légica; banho-maria a 100 graus C., durante uma hora; centrifugagdo por
cinco minutos; separar o liquido sobrenadante, lavar o residuo em agua
fisiolégica e tornar a centrifugar; repetir a operagao até obter um liquido
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sobrenadante claro, o que é conseguido geralmente ao cabo de trés lavagens;

F

desprezar éste liquido; o depdsito é finalmente emulsionado em 4 ml. de
soro frésco de cobaia e colocado em banho-maria por duas horas a
37 graus C. Centrifuga-se e separa-se o liquido sobrenadante que é guar-
dado no refrigerador. O aparecimento de qualquer acidez nao influi no
resultado. O complemento, assim tratado, nunca foi usado apés as 24 horas
de sua obtencao.

Para a inativacado do quarto componente, foi empregada a técnica
original recomendada por GorDON, WHITEHEAD e WORMALL (7): adi-
ciona-se a cada um ml. de soro frésco de cobaia, 0,25 da solucao de amo-
niaco (NH4.OH) n/6,5; deixar permanecer a mistura em banho-maria, a
37 graus, pelo espaco de uma hora e 30 minutos e logo neutralizar cuida-
dosamente com acido cloridrico n/10, ou seja adicionar = 1,5 ml. de HCI
décimo normal a cada 4 ml. de soro de cobaia. Conservar no refrigerador.
O complemento assim inativado foi usado sempre dentro das 24 horas apods
sua obtencao.

Com éstes dois métodos, obtivemos, sempre, resultados excelentes na
destruicao do terceiro e quarto componentes (C3 e C4).

Obteve-se a destruicao das fragoes termolabeis, aquecendo o comple-
mento a 56 graus, em banho-maria, pelo espago de vinte minutos.

A inativacao do complemento pelos corantes, utilizados no presente
trabalho, se baseia na técnica empregada por GorpON e WALKER (6), com
ligeiras modificagdes.

Para cada um ml. de séro frésco de cobaia, adicionaram-se as seguintes
quantidades de corantes em solugao a 1 por cento e recentemente prepa-
rados: 0,1 — 0,2 — 0,5 ml. Completou-se o volume a 2 ml. com agua
fisiolégica. Estas misturas foram deixadas em banho-maria de 37 graus
durante trés horas e guardadas apés no refrigerador. Estas misturas foram

usadas sempre dentro de um espago de tempo que ndo ultrapassou de
24 horas a sua inativacao.

Para verificagdo da atividade anticomplementar dos corantes, se adotou
o seqguinte método :

De cada mistura do complemento e corante, incubadas por 3 horas a
37° C., tomou-se 0,2 ml. e juntou-se a ela 1,5 ml. do sistema hemolitico
(globulos de carneiro sensibilizados com 10 unidades hemoliticas) com-
pletou-se o volume a 3 ml. com &agua fisiolégica; misturou-se bem e in-
cubou-se em banho-maria a 37° C. durante uma hora; féz-se entido a veri-
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ficacio da existéncia ou nao de hemdlise. Estas provas foram sempre
acompanhadas com testemunhas:

a) Testemunha do complemento: 1,5 ml. do sistema hemolitico, mais
0,5 ml. do complemento & 1 por 20, mais 1 ml. de agua fisiolégica.

b) Testemunha do sistema hemolitico: 1,5 ml. de glébulos de car-
neiro sensibilizados, mais 1,5 ml. de agua fisiolégica.

c) Testemunha do corante: 0,2 ml. de corante 3 um por cento (1%),
mais 1,5 ml. do sistema hemolitico (glébulos de carneiro sensibilizados com
10 unidades hemoliticas), mais 1,3 de agua fisiolégica.

Essas reagdes nos mostraram a- existéncia ou nao de poder inativante
nos corantes estudados.

Apbs essas verificagdes, procederam-se a contraprovas com o comple-
mento inativado pelos corantes, a fim de assim conhecer-se qual a fracio
do complemento achava-se afetada. Para essas verificacdes procedeu-se
da sequinte forma:

Adicionou-se a cada 0,2 ml. de cada complemento préviamente inati-
vado pela acao do corante, 0,2 ml. de:

a) Complemento com o terceiro componente, mais as fracdes termo-
labeis (Soro frésco inativado pelo amoniaco.) (Cl1, C2 e C3 presentes,
ausente C4).

b) Complemento com a 4.* fragdo e fragdes termolabeis (séro inati-
vado pela levedura) (Cl1, C2 e C4 presentes, ausente C3).

c) Complemento somente com a 3.* fracdo (séro aquecido a 56° C.
20 minutos e inativado pelo amoniaco) (Presente C3, ausentes C1, C2 e C4).

d) Complemento somente com a 4.* fragdo (séro aquecido a 56° C.
20 minutos e inativado pela levedura) (C4 presente, ausentes C1, C2 e C3).

A cada uma destas misturas adicionou-se 1,5 ml. do sistema hemo-
litico e 1,5 ml. de agua fisiologica. Levou-se ao banho-maria a 37° C. du-
rante uma hora e apos féz-se a leitura.

Estas reagoes foram sempre acompanhadas com tubos testemunhas:

Testemunha a), testemunha do sistema hemolitico: 1,5 ml. de hemacias
de carneiro sensibilizados mais 1,5 ml. de agua fisiolégica.

b) Testemunha do complemento: 1,5 ml. de hemacias de carneiro
sensibilizados, mais 0,5 de complemento frésco.

c) Testemunha do séro inativado pelo amoniaco: 1,5 ml, de sistema

hemolitico, mais 0,2 ml. do séro inativado pelo amoniaco, mais 1.5 ml. de
agua fisiol6gica.
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d) Testemunha do séro inativado pela levedura: 1,5 ml. de sistema
hemolitico, mais 0,2 ml. do s6ro inativado pela levedura, mais 1.5 ml. de
agua lisiolégica.

e) Testemunha do séro inativado pelo amoniaco mais séro inativado
pela levedura: 1,5 ml. do sistema hemolitico, mais 0,2 ml. do s6ro inativado
pela levedura, mais 0,2 ml. do séro inativado pelo amoniaco, mais 1,5 ml.
de agua fisiologica.

f) Testemunha do séro inativado pelo aquecimento: 0,2 ml. de com-

plemento frésco inativado pelo calor a 56° C. 20 minutos, mais 1,5 ml. do
sistema hemolitico, mais 1,5 ml. de agua fisiolégica.

RESULTADOS

O complemento (1 ml.), incubado durante trés horas, a 37 graus, com
diterentes quantidades de solugdes de corantes: 0,1 — 0,2 — 0,5 ml., se-
gundo a técnica préviamente indicada, teve sua inativacdo comprovada, to-
mando-se 0,2 ml. de cada uma das misturas anteriores, e juntando-se-lhe o
sistema hemolitico (glébulos de carneiro sensibilizados pelo séro hemo-
litico). Ao cabo de uma hora de banho-maria a 37° C., féz-se a leitura de
existéncia ou nao de hemdlise. Os detalhes déste processo estio indicados
no capitulo anterior. A auséncia de hemodlise indicou uma inhibicido com-
plementar devida a sua inativacdo pelo corante.

Uma hemdlise positiva, ao contrario, indica uma auséncia do poder
inativante para o complemento no corante, que entao atua sobre o sistema
hemolitico.

O quadro n.° 1 nos revela o poder inativante de todos os corantes em-
pregados no presente trabalho. (Ver Quadro n.° I).

Neste quadro, vé-se que somente 11 dos corantes empregados reve-
laram possuir poder inativante sdbre o complemento: ponceau, vermelho
congo, violeta de metila, auramina, rosa bengala, eosina, verde verdadeiro,
violeta Paris, azul de metila, pironima amarela e anilina azul.

Chama logo a atencdo o fato de que todos éles tenham manifestado
seu poder inativante na mesma quantidade: 0,5 ml. de diluicio do corante

al%.

Procuramos averiguar, entdo, qual a fracdo era a inativada por @ésses
corantes. Para éste fim, sequindo a técnica correspondente, ja indicada no
capitulo anterior, foram adicionadas aos sistemas de complemento inati-
vado pelo corante por¢des de soro frésco com, sdmente, a primeira, se-
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gunda, terceira e quarta fragdes do complemento. Juntando-se apds a éstes
sistemas globulos sensibilizados de carneiro, deduziu-se entdo, de uma hemé-
lise negativa ou positiva, a auséncia ou a presenca das fracdes complemen-
tares, 1.2, 2.* 3.* e 4.%, nos elementos examinados.

O quadro n.° 2 nos da os resultados que pretendemos averiquar. Para
inativar o complemento, empregamos sempre os corantes nas quantidades
que seguramente o inativam, ou seja 0,5 ml. As provas foram sempre
acompanhadas com tubos testemunhas, que nos garantiram a sua exatidao.

Segundo se pode deduzir da apreciacdo déste quadro, existem corantes
que por possuirem um fraco poder inativante, ddo hemélises parciais, quando
estao presentes as fragdes termolabeis (Cl1 e C2). Sao assim o ponceau
€ a auramina.

Caso interessante é o da rosa bengala, que verificamos possuir um
poder inativante, demonstrado repetidas vézes em varias reacdes, mas que,
segundo o quadro anterior, pelos seus resultados de hemdlise positiva, nos
leva a crer que carece déste poder inativante. E fato conhecido que o rosa
bengala possui propriedades hemoliticas expontaneas, em presenca da luz
(acdo hemolitica foto-dinamica), fenémeno que se comprova colocando
hemacias de carneiro em contato com a diluicdo do corante verificando-se
entao uma hemolise quase instantanea. O resultado obtido no quadro 1,
nos mostra que esta propriedade hemolitica expontanea, desaparece quando
se coloca o corante em presenga do séro frésco. Provavelmente a adsorcao
do complemento sobre o corante acarreta o desaparecimento de seu poder
fotodinamico.

Também ¢é de importancia assinalar o fato de que todas as contra-provas
realizadas com o complemento aquecido a 56°, durante 20 minutos, foram
mais nitidas, comprovando o fato de que o poder inativante dos corantes é
um tanto interferido pela presenca das fragoes- termolabeis do comple-
mento, fato alias conhecido de que o Cl e C3, assim como o C2 e C4.
possuem algumas ligacdes entre si.

Os resultados anotados no quadro anterior nos permitem tirar as se-
guintes conclusodes:

O ponceau inativa a quarta fragdo termoestavel do complemento (C4)N

O vermelho congo inativa a 3.* fracdo termoestavel do complemento

(E3).

O violeta de metila inativa a 3.* fracdo termoestavel do complemento

(C3).
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A auramina inativa a quarta fracao (C4).

Com o rosa bengala, pelas propriedades hemoliticas que por si préprio
possui, nao se pode determinar a fracdo que inativa.

A eosina inativa a 4.* fracao (C4).

O verde verdadeiro tem agdo a 4.* fracdao (C4).
A violeta paris inativa a 4.* fracdo (C4).

O azul de metila inativa a 4.* fracdo (C4).

A pironina amarela inativa ambas as fracdes termoestaveis C3 — C4.
ou outra fracao indispensavel na acao da 3.2 e 4.2

A anilina azul, por ultimo, inativa a 4.2 fracao (C4).

Para melhor compreensiao de qual fracido do complemento sofre a
inativagao dos corantes, representamo-la em forma esquematica, no quadro III.
Neste quadro, cada retangulo representa uma das fragdes do complemento.
Os retangulos superiores representam os componentes do complemento
ainda existentes depois da inativacao pelos corantes; os inferiores, as dife-
rentes fra¢cdes que normalmente compdéem o complemento, juntadas em cada
uma das provas. Todos éles tendem a completar a séric dos quatro compo-
nentes que normalmente possui o complemento. Se éle conmpletar-se, havera
hemolise; caso contrario, nao havera.

COMENTARIOS

Vé-se, pois, do verificado que poucos sdo os corantes que revelaram
possuir poder anticomplementar. Assim, dos 50 empregados, apenas 11 de-
monstraram possuir uma agao inativante do complemento, e déles alguns o
possuem fracamente.

O fato de que todos aqueles que atuaram sdbre o complemento, inati-
vando-o, o fizeram quando foram adicionados em uma concentracio cons-
tante de 0,5 ml. (solugdo a um por cento), faz supor ser esta aciao indepen-
dente das peculiaridades quimicas désses corantes dependendo mais das con-
di¢oes fisicas em que se processa esta inativacdo. Este fato vem reforcar o
conceito de que éstes fendomenos nao siao combinacdes de natureza quimica,
mas  simplesmente fendmeno de natureza fisica, de adsor¢do, dependentes
mais das condigdes de superficie, dos elementos um jégo, e, por isso mesmo,
reversiveis. '

Por outro lado, ficou também demonstrado que esta acdo é quase cons-
tante no que se refere a fragdo que éles inativam: a quarta fracdo termoresis-~
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tente, dando-se somente dois casos, o da violeta de metila e o vermelho congo,
em que o inativado é o terceiro componente, e o da pironina amarela, que
inativa ambas as fra¢des termoestaveis C3 e C4. Com a rosa bengala,
devido a seu poder hemolitico expontaneo, vimo-nos na impossibilidade de
obter resultados claros, no referente a fracdao por ela inativada. Se a acao
inativante dos corantes fér de natureza puramente fisica, ter-se-a de admitir
que nao somente o 3.° componente ((C3) é o susceptivel de sofrer essas acoes,
mas que também o 4.° componente (C4) pode sofré-la.

Verificou-se que, em certos casos, a presenca dos eiementos tecmolabeis
interferem na inativagdo das fragdes termoestaveis. Isto pode-se eliminar,
aquecendo previamente o s6ro em exame a 56° C. e destruindo-se assim 0s

elementos termclabeis que o integram, obtém-se entdo, hemolises muito mais

intensas.

Sob o ponto de vista da sua constituicio quimica, as substancias co-
rantes que inativaram a alexina, possuem as mais diversas configuracces
estruturais, portanto, esta constituicao nao parece ter relacdo com ésse poder

anticomplementar.

A natureza das cargas elétricas e as curvas de abscr¢dao que possuem

os corantes examinados, tampouco, se relacionam com ésse poder.

RESUMO

Os autores estudaram a acao inativante de corantes soébre a alexina.
Para isto, empregaram 50 corantes das diferentes séries Guimicas, chegando
a conclusao que somente 11 déles possuem esta acdo: o ponceau, vermelho
congo, violeta de metila, auramina, eosina, rosa bengala, verde verdadeiro,
violeta paris, azul de metila, pironina amarela e a anilina zul. Verificaram
que éles inativam sempre em propor¢ao constante: 0,5 ml. de uma solucic
a 1% e que esta agdo parece ser independente das constantes fisicas do co-
rante (carga elétrica, péso molecular, absor¢ao maxima no espectrometro) e
das peculiaridades intrinsicas de suas constituicdes quimicas. Determinaram
também que éstes corantes inativaram em sua maioria o quarto componente
termoestavel (C4) da alexina, excecdo feita do vermelho congo e da vicleta
de metila que inativavam o terceiro componente termoestavel (C3). A pi-
ronina amarela revelou atuar sébre os 3.° e 4.° compenentes (C3 e C4) ou
sobre algum elemento indispensavel a acdo déles.
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QUADRO N.° I
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QUADRO N.° I

COMPLE-
MENTO SISTEMA HE-
igg‘;;?;iggg CORANTE AGUA INATIVADO | movriTico 10 AGUA e
SOBAIA) A 1%  FISIOLOGICA 3 HORAS | U.H.+2,5% | FISIOLOGICA _
PELO HEMACIAS
CORANTE
Tionina
Pura
1 ml, 0,1 0,9 0,2 150 1,3 -
1 ml. 0,2 0,8 0,2 1.5 1.3 4
L0 G e 0,5 0,5 0,2 1.5 1,3 -
Verde Acido
L e . & 0,1 0,9 0,2 | [l 1,3 -
e s et 0,2 0,8 0,2 155 133 -
1 ml. 0,5 0,5 0,2 D 1,3 -+
Verde Id6do
IR L s e et 0,1 0,9 0,2 L6 1,3 +
1 T SR i e 0,2 0,8 0,2 1,5 1,3 +
1 ml...:- 0,5 0,0 0,2 1,9 1.3
Violeta
Paris
k7o) U (1 0,9 0,2 185 1,3 -+
1| 55T L A 0,2 0,8 0,2 1,5 - —-
1 ml. 0,5 0,5 052 1O 153 —
Azul Berlim
(*) n
o 8
b A R 0,1 0,9 = 0,2 1,5 1.3 = -y
1 ml 0,2 0,8 A 0,2 156 .3 — -+
T L S e 0,5 0,5 _ 0,2 1S 1,3 _ 4
9 @
Azul de C6- °, °,
pia & &
105 1 S 0,1 0,9 = 0.2 1.5 1,3 = +
L e o, 0,2 0,8 & 0,2 1,5 {45 ﬁ 4
T s o ol 0,5 0,5 = 0,2 1.5 153 . -+
, O S
Azul de - =
Metila = A
1 e 0,1 0,9 0,2 1,5 13 +
T e i 0,2 0,8 2 1,0 1538 —r
Lol i o Sl 0,5 0,5 0,2 1.5 1.8 —
Azul Nilo A.
| 505 05 e A 0,1 0,9 0,2 159 1,1 -+
3y bt S 0,2 0.8 0,2 1,0 | -+
ST e, 2 L3 0,5 0,5 0,2 1,5 1,3 L
Azul
Vitoria
Lo R P e 0,1 0,9 0,2 1,0 1% -+
EST0 e 0,2 0,8 0,2 1,5 1,3 “+
o) s P o 0,5 0,5 0,2 1,5 1,3 +
Amarelo .
Metanol
1 vl g, e ICEIEN 0,1 0,¢ 0,2 1,5 18 -+
B 1Y A AR 0,2 0,8 0,2 1,6 1,3 -t
BN W 0,5 0,5 0,2 1,5 .3 -+

(*) Corante inorgAnico: Fe3 (Fe Cy6) 2
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QUADRO N.° I

COMPLE-
S MRDEMANLO CORANTE AGUA | mr:'}rs':fviﬂno ::gi?;ig;{f& AGUA
C FRE?CG A 1% FISIOLOGICA 3 HORAS | U.H.+2,5% | ristorLéGICA S ULLATY
coBala PELQ HEMA CIAS
CORANTE
|
Anilina
Violeta
(D4lia)
R (21 0,9 0,2 1,5 123 4
1 ml. 0,2 0,8 0,2 1,5 1.3 de
il ... 0,5 0,5 0,2 1,5 1.3 -+
Verde
Guinea
1 ml. 0,1 0,9 0,2 [,5 i 4
el e 0,2 0,8 0,2 L,o 1,3 =+
1 ml. 0,5 0,5 0,2 1.5 153 A
Azul
Pyrrhol
1 ml. 0,1 0,9 0,2 1,5 1,3 S
1 ml. 0,2 0,8 0,2 1,0 1.3 -+
1 ml. 0,5 0,5 0,2 1.5 1,3 -+
Anilina
Azul
1 ml. 0,1 0,9 L 0,2 1,5 1,3 is
1 ml. 0,2 0,8 S 0,2 1,5 1,3 = +
eml oo 0,5 0,5 2 0.2 1.5 1,3 S Pl
Azul de i i
Thymol @) O
o e,
| ] et e i 0,1 0,9 L~ 0,2 1,5 1,3 b o
BRTATIL S s 0,2 0,8 0,2 1,5 1,3 = +
1ml........ 0,5 0,5 -3 0,2 1,5 1,3 s +-
d 3
Verde E,' =
Brilhante b =
z &
(I8 LSO 0,1 0,9 oa) 0,2 ko 1,3 oa) +
1 ml. 0,2 0,8 0,2 1,5 158 +
1 ml......... 0,5 0,0 0,2 1.5 I +
Verde
Malaquita.
R Pt e o, 0,1 0,9 0,2 1,0 1,3 -r-
VY PR 0,2 0,8 0,2 1,95 1.3 +
1 8% 1] O 0,5 05 0,2 1,5 1.3
Rubi Pa-
tente Acido
1 ml. 0,1 0,9 0,2 1,5 1,3 ad
| (3 1) 2t e (.2 0,8 0,2 1,0 1,3 —~+
1 ml. 0,5 0,5 0,2 1,5 1,3 -+
Azul de
Parma
1) R 0,1 0,9 0,2 1,:} 1,3 -
8011 B e 0,2 0,8 0,2 L,5 1,3 -+
E DK, cars 5 'slerecs 0,5 0,5 0,2 1,9 1.3 -t
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QUADRO N.° I

COMPLE-
MENTO SISTEMA HE-
C(g;i:;?;isnclon CORANTE AGUA INATIVADO | MoLiTICcO 10 AGUA e e
COBAIA) A 1% FISIOLOGICA 3 HORAS v.H.+2,5% | FISIOLOGICA
PELO HEMACIAS
CORANTE
Azul de azo
LR e 0,1 0,9 <% 0,2 1.5 1,3 3 +
6 ol D S 0,2 0,8 a 0,2 1.5 1.3 '_"q -+
I e o v s 0,5 0,5 - fe 1,0 1,8 . -+
m —
Verde Jénus & O
I ml......... 0,1 0,9 c. 0,2 1,5 1,3 = +-
T o B R 0,2 0,8 ™ 0.2 1.5 {3 o -
1 ml. 0,5 0.5 = 0,2 1,5 138 8 +
= =
Azul =t -
Patente A o
1 ml. 0,1 0.9 & 0,2 1.5 1,3 E: 1.
PRTAT e v 0,2 0,8 = | 0,2 1,5 1,3 o 4
v 0,5 0,5 | 0,2 155 13 -+
LegeNDA: — (-+4), Hemoblise positiva

(—), Auséncia de hemoblise
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QUADRO Ne II

COMPLE- COMPLE- COMPLE- COMPLE-
MENTO MENTO MENTO MENTO
INATIVADO INATIVADO | INATIVADO A | INATIVADO A | SISTEMA HE-
cuuv;g:ﬂ&igamlim;;wmn PELO LEVEDO [PELO AMONIA|56° + LEVE-| 56° 4+ AMoO-| MoLiTICO 10 AGUA lIEIBSULTADi)
COR M;TE A‘I 9 FRAQAO DES- |FRACAO DES- | DC FRQAOES NiACO U.H.+2,0% | FISIOLOGICA
‘ TRU{DA: TRUIDA: DESTRUIDAS: |FRACOES DES | HEMACIAS
TRU {DAS:
C3 C4 Cl,C2eC3 | Cl,C2e(C4
Ponceau
0,2 0,2 — — — 1,5 1,3 e
0,2 —_ 0,2 — —- 1,5 1,0 g
0,2 — — 0,2 — 1,9 1,3 e
0,2 — — — 0,2 1,5 1,3 =
Vermelho Congo
0,2 0,2 — — - - 1,5 1,3 -
0,2 = 0,2 = — 1,5 1,3 L
[}l2 S o= 0.2 — 1,5 1,3 —_
0,2 —_ — = 0,2 1,5 1,3 +4+
Violeta Metila
012 0;2 = —— - l,5 113 ==
0,2 — 0,2 — — 1,5 1,3 =y
0,2 — —- 0,2 — 1,5 158 e
0l2 =3 - = ﬂ,2 1,5 113 +++
Auramina «
E
0,2 0,2 = — — 1,5 L,3 " -+
012 = 0.2 T — 1'5 11.3 . +——
0'2 - s {}12 == 1:5 113 o ++""
0,2 = = =~ 0,2 1,5 1,3 2. 2
(ap)
Rosa Bengala g.
) Yy = T = 1 L9 B |
0,2 & 0,2 - = 1,5 1,3 [ g
0,2 — — 0,2 —- 1,5 1,3 & -or
0,2 — — = 0,2 15 1,3 S
Eosina
0,2 0,2 — — -~ 1,5 1,3 o
0,2 —- 0,2 — 1,5 1,3 -
0,2 - — 0,2 — 1,5 1,3 dldl
0|2 _— = == 0,2 1,5 1.3 -
Verde Verdadeiro
0,2 0,2 — — - 1,5 1,3 e
0,2 — 0,2 —- — 1,5 1,3 =
0,2 o 1 0,2 — 1,5 1,3 +++
0,2 —- — - - 0,2 1,5 1,3 -
Violeta Paris
0,2 0,2 —- — x 1,5 1,3 TRy L
0,2 —- 0,2 — — 1,5 1,? +
0,2 —- —- 0,2 —- 1,5 158 Bkt
0r2 — L 0,2 1,5 1,3 —
Azul de Metila
0,2 0,2 g . T 1,5 1,3 | +++
0,2 — 0,2 —— - 1,5 1,3 | —
0,2 — — 0,2 — 1,5 1,3 R
0,2 — — — h 0,2 1,5 1,3 l -
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COMPLE-~ COMPLE- COMPLE- COMPLE-~
MENTO MBENTO MENTO MENTO
, INATIVADO INATIVADO | INATIVADO A | INATIVADO A | SISTEMA HE-
mm:ﬁ:“&‘?mgﬁ‘;“ ADO| pELo LEVEDO |PELO AMONIA| 56° <+ LEVE | 56° 4 Amo | MoLfTICO 10 AGUA
coam;'rn A'I 7 FRACAO DES- |FRACAO DES- |[FRAQOES DES- NiACO Uv.H.+2,59 | FisioL6GICA e
© TRUIDA: TRUIDA: TRUIDAS: |FRACOES DES-| HEMACIAS
TRUIDAS:
C3 C4 Cl,C2eC5 |Cl,C2eC4
| |
Pironina Amarela g
ol
0,2 0,2 —- . — 1,9 1,3 - —_—
0,2 - 0,2 - | — 1,5 1,3 & -
0,2 —_ - 0,2 — 1,5 1.3 . =
0,2 = - 0,2 1,5 1,3 > -
-]
Anilina Azul | E
=
0,2 0,2 — - = 1,5 1,3 < +4+
0,2 0,2 — — 1,5 1,3 c 4
0,2 ' = 0,2 - 1,5 1,8 - 34
0,2 - - : 0,2 1.5 1,3 —-
| |
Convengdes: (  —) Auséncia de hemolige

( +) Tracos de hemoblise
( 4++4) Heméblise parcial
(++-+) Hemolise total Q

SUMMARY

The authors studied the inactivating action of dies on alexin. To do
this research they used 50 dies of the different chemical series, and arrived
at the conclusion that only 11 of these dies have that action: the ponceau,
Congo red, methyl violet, auramin, eosin, Béngal rose, ‘ecth'green, Paris vio-
let, methyl blue, pironin yellowish and biue anilin. It was verified that they
always inactivate in constant proportion: 0,5 mi. of a solution at 1% and that
this action seems to be independent of the physical constants of the dye (ele-
ctric charge, mollecular weight, maximum absorption in the espectrometer) and
the intrinsic peculiarities of their chemical constitutions. The authors also
verified that these dyes in their majority inactivated the fourth component
termo-stable (C4) of the alexin, with exception of the Congo red and the
methyl violet which inactivated the third component termo-estable (C3). The
pironin yellowish showed to act on the 3rd and 4th components (C3 and C4)
or over any indispensable element to their action.
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QUADRO N III

COMPLEMENTO
Fracgdes termoldbeis Frac¢oes termoestaveis
c1 C2 C3 C4
I
rlobulina albumina destruida destruida
pela pela
| levedura amonia

Ponceau

C1 C2 C3 Complemento ap6s a acido do corante.

Cl1 C2 C3 C4 Complemento normal.
Vermelho Congo

Cl1 C2 C4 Complemento ap6s a acdo do corinte.

C1 C2 C3 C4 Complemento normal.
- : L
Violeta de Metila

C1 C2 C4 Complemento ap6s a aciio do corante.

Cl C2 3 C4 Complemento normal.
Auramina

]

Cl1 C2 C3 Complemento apds a acido do corante.
|

Cl1 C2 C3 C4 Complemento normal.
h |
Fosina
| C1 C2 3 Complemento apbs a agiio do corante.,

Cl C2 C3 C C4 Complemento normal.
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Verde Verdadeiro

- S

C2

0 | o3
C1 C2 G3| Y Ca
Violeta Paris
= M
Wil C2 C3
C1 C2 C3 C4
Azul de Metila
Gl C2 C3
L
C1 G2 C3 C4

Pironina Amarela

Cl1 C2

Cl1 C2 C3 C4
Anilina Azul

Cl C2 C3
1 Cl C2 C3 C4

QUADRO N III

Complemento apds a acdo do corante.

Complemento normal.

Complemento apds a acio do corante.

Complemento normal,

Complemento ap6s a aciio do corante.

Complemento normal.

Complemento apdés a acio do do corante,

A

Complemento normal.

Complemento ap6s a acio do corante.

Complemento normal.
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